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Die Ca-Chelate des Äthylendiamintetraacet~ts(ÄDTA) und
" '
des Diäthylentriaminpentaacetats (DTPA).ha~en in den
letzten Jahren bei der Behandlung von.$ehwer- bzwc Radio-
metallvergiftungen eine zunehmende Bedeutung gewonnen
(Catsch 1968a,b, Klimmer 1968, Lange 1964)c Dabei konnte
eine höhere Dekorporationswirksamkeit von DTPA im Tier-
versuch und auch beim Menschen nachgewiesen werden (Lite-
ratur bei Catsch 1968a)o Darüber hinaus hat sich DTPA bei
der Therapie der Eisenspeicherkrankheit, einer Störung
des Fe-Stoffwechsels beim Menschen, klinisch bewährt
(Literatur bei Bohne et al. 1967, Bohne und Leßmann 1969)0
Um therapeutisch befriedigende Resultate zu erzielen,
müssen bei der Chelatbehandlung häufig höhere Dosen über
längere Zeitspannen verabreicht werdene In diesem Fall
haben sich jedoch beim Menschen und bei Versuchstieren
toxische:Nebenwi.l.:ku.nge:rrgezeigt,beidenen·-es····sich:im'"
wesentlichen um nephrotische Veränderungen (Literatur
bei Catsch 1968a, Weber 1970) und (nach neueren Untersu-
chl.ln.g~n (A:nrens llnd ArönsQI:l.1968, Aronsonetalo 1968,
Weber 1969a, Weber 1969b)) um eine degenerative Läsion
der Darmmucosa handelto Sowohl die akute als auch die
chronische Toxicität der Ca-Chelate dieser Polyaminopoly-
carbonsäuren sind quantitativ bestimmte Bei einmaliger
parenteraler Applikation beträgt die LD5~~ 12,5 mmolckg-1
für DTPA (Catsch 1967) und 17,5 mmol okg-1 für ÄDTA
(Günther 1969). Werden diese Verbindungen täglich intra-
peritoneal verabfolgt, so zeigt sich, was Letalität und
die Nieren- (Catsch 1964) sowie Darmschäden (Weber 1969b)
betrifft, ebenfalls eine etwa 2 mal höhere toxische Wir-
kung des DTPAo
Es stellt sich die Frage nach der Ursache der Toxicität
der Chelatbildnero Im Hinblick auf die relativ hohe Affi-
nität der Chelatbildner zu biologisch essentiellen Spuren-
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metallen liegt es nahe, die toxischen WirkUngen der Che~
latbildner auf den Austausch und die Mobilisierung eines
oder mehrerer Spurenmetalle zurückzuführen, wodurch einer-
seitsMetallo- bzwo metallaktivierte Enzyme, andererseits
aber auch durch mehrwertige Kationen stabilisierte Zel1-
strukturen beeinträchtigt oder in ihrer Funktion gehemmt
werden (Bersin 1963, Cotzias et alo 1960, Thiers und
Vallee 1957, Wacker und Vallee 19~9)o Zugunsten dieser
Hypothese lassen sich folgende Befunde anführen: Candura
et alo (1960), Constam et alo (1964), Liberman et ale
(1967), Meltzer et alo (1961), Perry und Schroeder (1957),
Perry und Perry (1959), Tarui (1960), Teisinger et ale
(1958) beobachteten beim Menschen unter dem Einfluß von
ÄDTA eine deutlich erhöhte Ausscheidung von Zn Uk~d (in
wesentlich geringerem Maße) von anderen Spurenmetallen,
wie Mn, Cu, Fe und Ni, mit dem Urine Diese Beobachtungen
stützen zwar an sich die Vorstellung, daß eine Mobilisie-
rung endogener Spurer~etal1e für die Toxicität der Chelat-
bildner verantwortlich ist, doch handelt es sich um rein
qualitative Untersuchungene Quantitative und für die Prü-
fung der Hypothese unerlässliche Untersuchungen zur Frage
der Dosisabhängigkeit der Metallausscheidung und der Wirk-
samkeit verschiedener Chelatbildner wurden bisher nur für
Zn durchgeführte Havlicek (1967) verglich die Wirkung von
ÄDTA und DTPA auf die Zn-Ausscheidung im nicht toxischen
Dosisbereich von 0,005 bis 0,5 mmol ekg-1 und fand bei
Ratten eine rund 100 mal höhere Effektivität des DTPAo
In einer ähnlichen Versuchsanordnung prüfte DvoraK (1970)
das Verhalten von Zn im toxischen Dosisbereich zwischen
_"l ..
1 und 8mmol ekg-' und fand eine im Vergleich zu ADTA etwa
20 mal höhere Effektivität von DTPAo
Nigrovic (1964) konnte in vivo zeigen, daß die Ca-Chelate
des ÄDTA und DTPA zu einer ausgeprägten Inaktivierung der
Zn-haItigen alkalischen Phosphatase der Nierenrinde führen,
wobei die größere Wirksamkeit des DTPA in guter Überein-
stimmung mit der unterschiedlichen Toxicität beider Liganden
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stando Arkhipova et alo (1965) wiesen in vivo eine Hemmung
der Co-haltigen Glycylglycindipeptidase durch DTPA nacho
In beiden Fällen konnten die Enzyme durch nachfolgende in
vitro-Inkubation mit den entsprechenden Metallen reakti-
viert werden 0
Weitere Anhaltspunkte für die Chelattoxicität liefert der
Nachweis, daß Metallchelate, die eine höhere Stabilität
als die Ca-Verbindungen besitzen, unter Umständen auch
eine entsprechend reduzierte Toxicität aufweiseno Dies
konnte für die Zn-Chelate des ÄDTA (Sullivan 1960, Steffen-
sen 1957) und des DTPA (Catsch 1963, Catsch 1964, Catsch
und von Wedelstaedt 1965, von Wedelstaedt und Catsch 1965)
nachgewiesen werdeno
Aus den vorstehend angeführten Versuchen zu folgern, daß
der Toxicität der Ca-Chelate ursächlich ihre Wechselwir-
kung mit endogenem Zn zugrundeliegt, wäre jedoch verfrüht,
solange noch keine quantitativen Untersuchungen an anderen
Spurenmetallen durchgeführt sind 0 Die obigen Befunde sind
durchaus auch mit der Annahme vereinbar, daß andere Metalle
a_lsZhbeteiligt sindo So konnten zum Beispiel For@man u.,
Nigrovic (1968) zeigen, daß die Toxicität des (im Vergleich
zum Zn-Chelat) weniger stabilen Mn(II)-DTPA deutlich gerin-
ger als die von Ca-DTPA isto
In der vorliegenden Arbeit wird die Wirkung dieser Verbin-
dungen auf die Ausscheidung von Mangan untersuchto Läge
der Chelattoxicität ein Manganentzug ursächlich zugrunde,
dann müßte bezüglich der Ausscheidung dieses Metalls ein
gleichsinniger Unterschied in der Wirksamkeit von ÄDTA und
DTPA wie bei der Toxicität vorliegeno Ferner sollte in den
Organen eine verminderte Mangap~onzentrationzu finden
seino
Obwohl es nicht zur eigentlichen Fragestellung der vorlie-
genden Untersuchung gehört, dürfte es - im Hinblick auf
das Verständnis der Zusammenhänge - zweckmäßig sein, kurz
auf die physiologische Bedeutung und Verteilung des Mangans
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im Säugetierorganismus einzugeheno
Es ist bekannt, daß Mn bei der Blutbildung, der Aktivität
endokriner Drüsen, beim Vitaminstoffwechsel und beim Ab-
lauf von Enzymprozessen eine entscheidende Rolle spielt
(Literatur bei Bersin 1963, Cotzias 1958, Cotzias 1962)0
In. vitro aktiviert &2+, zoTo in Konkurrenz mit anderen
Kationen (vor allem Mg) zahlreiche und recht unterschied-
liche Enzymsysteme (Dixon und Webb 1964)0 Tiere zeigen
charakteristische Mangelsymptome, wird ihnen eine Mn-arme
Diät verabreicht (Literatur bei Bersin 1963, Cotzias 1958,
Cotzias 19~2)0
Mit z, T0 unterschiedlichen A...Tlalysemethoden untersuchten
verschiedene Autoren den rill-Gehalt in Org~~en des Menschen
(Griffith et alo 1954, Kehoe et alo 1940, Tipton und Ceok
1963) und in Säugetiergeweben (Fore und Morton 1952)oWenn
auch,aller Wahrscheinlichkeit nach im Zusammenhang mit
dem jeweils angewendeten Nachweisverfahren, die Angaben
zoTo stark streuen, so ist doch unverkennbar, daß Mito-
chondrien-reiche Organe (wie Leber, Nieren und Pancreas)
eine relativhohe1'1a.ngankonzentrationaufweisen, während
sie in anderen Geweben wesentlich niedriger isto Die Kon-
zentration des Elements (bezogen auf 1 g Frischgewicht)
wird für die Leber mit Werten 1,3 - 2,5 ~g, die Nieren mit
0,6 - 1,2 ~g und das Pancreas mit 1,3 - 2,3 ~g angegebeno
Auf den Mn-Gehalt des Knochens wird im späteren Zusammen-
hang eingegangeno
Weitere Information vermitteln Untersuchungen mit radio-
.c.'J C.LL c.c...
aktiven Mn-Isotopen (/"-Mn, /'Mn, /'-'Mn) (Literatur bei
Cotzias 1962, Cotzias et alo 1960, Kuhn 1969)0 Nach intra-
venöser Injektion von trägerfreiem 54Mn wird kurzfristig
nach Verabfolgung vom Skelett 4,7 %der 54Mn-Dosis, von der
Leber 25,5 %, der Muskulatur 18,5 %, den Nieren 6,6 %und
vom Pancreas 3,1 % zurückgehalten (Kuhn 1969)0 Was dä e
Verweilzeit des Radionuklids in den Organen betrifft, so
ist diese durch eine multiexponentielle Funktion gekenn-
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zeichnete Ein Teil des retenierten 54Mn, der im Ydttel etwa
50 %der obigen Werte ausmacht, wird mit einer biologischen
Halbwertszeit von 2 Tagen relativ schnell, die restliche
Fraktion mit e~ner Halbwertszeit von 28 Tagen aus dem Ske-
lett, 11 Tagen aus der Leber und den Nieren, 37 Tagen aus
der Muskulatur und 9 Tagen aus dem Pancreas ausgeschiedene
Die Ausscheidung erfolgt hauptsächlich mit den Faeces, und
zwar gebunden durch das Bilirubin der Galleo
Da unsere Untersuchung unter Umständen auch für die Frage
der Therapie der Mn-Vergiftung (Literatur bei Lange et ale
1964) von Bedeutung sein könnte, soll auch ein kurzer Über-
blick über die bisherigen Erfahrungen in dieser Beziehung
gegeben werdene Verschiedene Autoren fanden nach Chelat-
applikation bei Mn-vergifteten Tieren eine deutliche Inten-
sivierung der Ausscheidung mit dem Urin und - soweit unter-
sucht - eine dementsprechend verminderte Ablagerung in den
Organen0 Wenn auch die Mn-Ausscheidung mit den Faeces ver'-
mindert ~~rde, war die insgesamt ausgeschiedene rm-Menge
jedoch bei behandelten Tieren größer als bei unbehandelten,
dehe die Ausscheidungsbilanz war positiv (Fried et ale 1959,
Kosai und Boyle '1956, Kuhn 1969, :Eybl et aL, 1969, Rodier
et alo 1954)0 Eine im Vergleich zu ÄDTA höhere Ef~ektivität
von CDTA und DTPA wurde hierbei von Kuhn (1969) und Eybl
et alo (1969) nachgewieseno
CDTA (trans-Cyclohexan-1,2-diamintetraacetat) nimmt nach
Eybl et alo (1969) insofern eine Sonderstellung ein, als
dieser Chelatbildner, obwohl er praktisch die gleiche Affi-
nität zu Mn(II) wie DTPA besitzt, bei gleichzeitiger
Injektion mit Mn eine stärkere Ausscheidun~ von Ym zurv - ---_... - ----- - --_ ... ~ - -.--- ---~ - . -- - - ~--- - - ---. 1..;.J
Folge hat als DTPA, bei später Verabfolgung dagegen
schwächer wirksam isto Aus diesem Grunde schien es uns
geboten, auch CDTA in unsere Untersuchungen einzubezieheno
Die im Tierversuch mit Radiomangan gewonnenen Erkenntnisse
können allerdings nur mit Vorbehalt als Modell für die
Therapie der chronischen Mn-Vergiftung betrachtet werden,
,.. 6 --
da es sich um eine einmalig~ Verabfolgung sog , unwägbar-er-
Cdoho trägerfreier) Mn-Mengen handelto
Bei den bis jetzt nur in geringer Zahl vorliegenden klini-
schen Erfahrungen über die Therapie der chronischen Mangan-
vergiftung beim Menschen durch Chelatbildner (Literatur
bei Lange et alo 1964, Barborik und Sehnlova 1967) konnte
eine erhöhte Metallausscheidung mit dem Urin nach ÄDTA-
und DTPA-Behandlung festgestellt werdeno Aussagen über den
klinischen Wert der Chelattherapie sind im Moment jedoch
noch verfrühto
20 Material und Methoden
Eine geeignete Methode zur serienmäßigen Bestimmung von
Mn im Urin und Geweben zu finden, ist dadurch erschwert,
daß 1) der zu erwartende Gehalt des Elements sehr gering
ist, 2) das biologische Material dagegen größere Mengen
anderer Elemente in variabler Zusammensetzung enthält
und daß 3) bei der Aufarbeitung die Gefahr der Spurenein-
schleppung, aber auch eines Mn-Verlusts bestehto Unter
diesen Gesichtspunkten wurden die folgenden Analysenver-





Bei dem Kolorimetrischen Bestimmungsverfahren nach Yuen
(1958) wird farbloses Leukomalachitgrün durch das mit
Kaliumperjodat zu Permanganat oxidierte Mangan in blau-
grünes Malachitgrün überführt, dessen Absorptionsmaximum
bei 620 ~ liegto Die Methode ist mit einer Nachweisgrenze
von 0,1 ~g %und einer Genauigkeit von ~ 5 % zwar relativ
empfindlich, doch stören bereits Fe 2+_ und Fe3+-Ionen in
Konzentrationen von 0,02 bzwo 0,004 mg %die Bestimmungo
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Vor der Analyse der Organproben, die Eisen in größeren
Mengen enthalten (Tipton und Cook 1963), läßt sich dieses
Element leicht als Fe~III-Chlorid mit di-Isopropyläther
extrahieren (Dodson et alo 1936), doch wird auch die bei
diesem Verfahren höchstzulässige Phosphatkonzentration
von 20 mg % sowohl in den Organen; als auch im Urin über-
schritteno Kolorimetrische Phosphorbestimmungen nach
Fiske und Subbarow (1925) im 24 Stunden-Urin von Ratten
ergaben einen P-Gehalt zwischen 19,7 und 32,8 mgo Auf
Monophosphat umgerechnet, bedeutet dies, daß 60 bis 95 mg
po~-vor der Mn-Bestimmung aus dem Urin entfernt werden
miillteno Eine Abtrennung des störenden Phosphats könnte
einerseits einen Verlust des Mn bei den einzelnen Schrit-
ten der Probenaufarbeitung, andererseits aber auch die
Gefahr einer Kontamination durch die zur Abtrennung er-
forderlichen Reagentien mit sich bringeno Aus diesen
Gründen hielten wir die Leukomalachitgrün-Methode für
unsere Fragestellung für ungeeigneto
Mit Hilfe der Elektronspinresonanz können an sich relativ
sehr .kleine Mn-Mengen nachgewiesen werden (eogo Borg 1961)0
Zur qllantitativenBestimmung der Mri-KOrizent:fati6h iiilU:fin
mußte diese Methode jedoch aufgegeben werden, weil einer-
seits durch die Veraschung der Proben die für diese Be-
stimmungsmethode geforderte 2-wertige Oxidationsstufe des
Mangans nicht gewährleistet waro Andererseits ergibt sich
durch die Applikation verschieden hoher Chelatdosen eine
quantitativ (vielleicht auch qualitativ) unterschiedliche
Zusammensetzung des Urins, wodurch die Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse stark beeinträchtigt wirdo
Die Neutronenaktivierungsanalyse zählt zu den empfind-
lichsten Nachweis- und Bestimmungsmethoden von Spuren-
elementen im organischen und anorganischen Material
(HanIe und Mitarbeiter 1964, Friedländer und Kennedy 1961,
Koch und Koch-Dedic 1964)0 Bei diesem Analysenverfahren
wird die zu untersuchende Probe mit thermischen Neutronen
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bestrahlt, wobei aus stabilen, natüriicnen Isotopen als
Folge von ~ernreaktionenRadionuklide entstehen, die
durch ihre kernphysikalischen Eigenschaften wie Art und
Energie der Strahlung und ihre Halbwertszeit charakt~ri­
siert sindo Hierdurch ergibt sich die Möglichkeit, eine
große Anzahl von Elementen mit Hilfe der durch die Be-
strahlung induzierten Aktivität zu analysieren und quan-
titativ zu bestimmeno
Leider kam aus äußeren Gründen die Mn-Bestimmung in unse-
ren Versuchsreihen mittels Neutronenaktivierung nicht in
Betracht 0 Wir mußten uns damit begnügen, an einer be-
schränkten Anzahl von Organproben den Mn-Gehalt mittels
Neutronenaktivierung zu bestimmen und konnten die Genauig-
keit und Reproduzierbarkeit des von uns angewendeten Be-
stimmungsverfahrens im we~entlichen bestätigeno'
Die Atomabsorptionsspektrophotometrie (AAS) hat sich als
Methode zur quantitativen Bestimmung von Metallen und
Halbmetallen auf vielen Gebieten der chemischen und bio~
chemischen Analytik ihren festen Platz erobert (Literatur
bei Ringhardt-z und Welz1968)o Mit geeigneten Apparaturen
ist es möglich, extrem niedrige Elementkonzentrationen zu
bestimmeno Darüber hinaus bietet die AAS die Möglichkeit,
mehrere Metalle in ein und derselben Probe quantitativ
zu erfasseno Das Prinzip dieser Analysenmethode ist, daß
durch Zerstäuben der Probelösung in einer Flamme freie
Atome des zu bestimmenden Elements erzeugt werden und die
konzentrationsproportionale Intensitätsverminderung von
Licht (als Folge der Absorption durch diese Atome) mit
einer; für das Element charakteristischen Wellenlänge ge-
messen wirdo Die unbekannte Metallkonzentration der Ana-
lysenlösung läßt sich mit Hilfe von Eichkurven bestimmeno
Nach Elwell und Gidley (1966) wird die Mn-Bestimmung
mittels AAS nicht durch andere Kationen oder Anionen (Sili-
cium ausgenommen) gestörto Die Vorteile, ohne vorherige
Abtrennung störender Verbindungen mit sehr hoher Empfind-
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lichkeit die Analyse durchführen zu können, liegen auf
der Hando
Die Untersuchungen wurden mit einem Atomabsorptionsspek-
trophotometer und einer Manganhohlkathodenlampe von
Hilger & wabts durchgeführt und die Absorptionswerte der
Eich- und Probelösungen mit einem an die Meßvorrichtung
angeschlossenen Schreiber (HoneyweIl) registrierto Die
Erfassungsgrenze, doho die niedrigste noch bestimmbare
Mn-Konzentration beträgt nach dem Hilger & Watts Manual
-10,1 IJ.goml 0
Als optimale Arbeitsbedingungen ermittelten wir folgende
Einstellung der Apparatur: wellenlänge: 2795 R, Strom-
stärke zum Betrieb der Manganhohlkathodenlampe: 23 mA,
Spaltbreite: 0,1 mm, Verhältnis des Preßluft-Acetylen-
gemisches der Flamme (lomin-1): 7:1,10 Vor und nach jeder
Messung wurde zur Einstellung des Nullpunktes solange
triaestilliertes Wasser zerstäubt, bis die Gelbfärbung der
Flamme durch das in den Probenlösungen enthaltene Natrium
verschwunden waro Vor den Bestimmungen stellten wir die
Empfindl~ehkeit des Geräts mit Hilfe der höch-stkonzentrier....
ten Eichlösung so ein, daß sich (im Hinblick auf die nie-
drigste noch nachweisbare Mn-Konzentration) ein vorteil-
haftes Signal-zu·-Rausch-Verhältnis ergab 0
Die Eichlösungen enthielten, entsprechend den in den Pro-
belösungen zu erwartenden Mn-Konzentrationen, 5,4,3,2,1
und 0,5 IJ.g Mn oml-10 Sie wurden, unter Berücksichtigung
der bei der Herstellung der Analysenlösungen erfolgten
Zugaben an freier HOl und der Hilfssubstanz Na2H2ÄDTA
(so weiter unten), aus Stammlösungen in der nachfolgend
beschriebenen Weise zubereitet: 3,0763 g MnS04 0 H20
(poao Merck) wurden gewogen und unter Zusatz von 5 ml
30 %iger HOl (ultrarein, Merck) mittridestilliertem Wasser
auf 1 I gelösto Die Konzentration dieser Stammlösung I
betrug 1000 IJ.g Mn oml-10 Die zweite Stammlösung 11 mit
einer Mn-Konzentration von 10 IJ.g Mn oml-1 stellten wir her,
- 10 -
indem wir 10 ml der Lösung I m~t tridestilliertem Wasser
auf 1000 ml verdünnteno Zur Bereitung der Eichlösungen
wurden 50, 40, 30, 20, 10 und B ml der Stammlösung II mit
10 ml 30 %iger HOl und 10 ml et-ner 10 %igen wässrigen,
Lösung von Na2H2ÄDTAoH20 (Titr1plex III,Merck) versetzt
und mit tridestilliertem Wasser auf ein Volumen von 100
ml aufgefüllto Der Hel-Zusatz sollte gewährleisten, daß
die Konzentration des ionogen gelösten Mn(II) sich nicht
ändertoDies ergaben vergleichende Absorptionsmessungen
von Eichlösungen, die aus frisch zubereiteter und aus
1 Monat aJter Stammlösung I hergestellt wurdeno Die Stamm-
lösung II setzten wir zur Bereitung der Eichlösungen auf
die beschriebene Weise vorher aus Stammlösung I neu all 0
Die Haltbarkeit der Eichlösungen betrug in der angegebe=
nen Zusammensetzung gleichfalls mindestens 1 Monat, was wir
durch den Vergleich der Absorptionswerte zwischen älteren
und unmittelbar vor der Messung hergestellten Eichlösungen
nachweisen konnten.
Wie bereits erwähnt, ermittelt man bei der quantitativen
Bestimmung eines Elements durch AAS dessen Konzentration
in einem bestimmten Lösungsvolumen. Zur serienmaßigen
Bestimmung der Mn-Konzentration in Urin und Organen müs-
sen daher aus dem zu analysierenden biologischen Material
zur Messung geeignete Lösungen hergestellt werden. Bei
der Aufarbeitung der Proben ist zu berücksichtigen, daß
die nachzuweisenden Mn-Mengen sehr gering, der Anteil an
Ballaststoffen (zoB. Kohlenhydrate, Fette und Eiweiß)
aber sehr hoch ist. Zur Erzielung einer möglichst hohen
Nachweisgenauigkeit ist es daher notwendig, das Konzentra-
tionsverhältnis zwischen Mn und den Ballaststoffen zugunsten
des Spurenelements zu verändern und Mn anzureichern. Den
sichersten Weg ,die Ballasnstoffe zu entfernen und die Ge-
fahr eines Mn-Verlusts oder einer Einschleppung durch ver-
wendete Reagentien auf ein Mindestmaß zu beschränken,
bietet die trockene Veraschungo Die nasse Veraschung ist
weniger günstig, da sich die verschiedenen Gewebe aufgrund
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ihrer unterschiedlichen Zusammensetzung nicht unter ~~­
wendung einer Universalmethode mineralisieren lasseno
Es sind zoTo (besonders bei fettreichen Organen) mehrere
Arbeitsgänge unter Zuhilfenahme verschiedener Oxidations-
mittel oder Oxidationsmittelgemische erforderlich, wodurch
die Gefahr einer Einschleppung von Mn-Spuren erhöht isto
Außerdem ist oftmals zur restlosen Entfernung schwer oxi-
dierbarer organischer Bestandteile eine zusätzliche Ver-
aschung auf trockenem Wege oder ein Abrauchen mit oxidie-
renden Säuren unumgänglich (Koch und Koch-Dedic 1964)0
Dadurch besteht wiederum die Gefahr eines Mn-Verlustso
Es kamen nur poao oder ultrareine Chemikalien und tri-
destilliertes Wasser zur Anwendungo Zur Entfernung von
Metallspuren wurden alle Glasgeräte, Polyäthylengefäße
und Pipetten mindestens 12 Stunden in einer wässrigen
RBS-Lösung mit einem Zusatz von 0,1 % CaNa2ÄDTA gehalten
und dann wiederholt mit tridestilliertem Wasser gespülte
Die Reinigung der Porzellangeräte erfolgte durch längeres
Erhitzen in halbkonzentrierter HOl und mehrmaliges Aus-
kochen in tridestilliertem wassero Die Porzellantiegel
wuraen oeim Gllihen bis zur Gewichtskonstanz, beim Abküh-
len im Exsikkator und bei den Veraschungsvorgängen der
Proben zur Verhütung der Kontamination mit Metallsr"ren
aus der Luft mit Uhrgläsern bedeckt gehalteno Als Ver-
aschungsöfen dienten sogo Spiegelbrenner (doho elektri-
sche, regulierbare Heizquellen aus Leichtmetall), wobei
die Veraschungstemperatur 500 - 550 °c betrugo Sie wurde
unterhalb des Tiegelbodens mit Hilfe eines NiOr-Ni-Thermo-
A
elements gemessene Die Thermospannung betrug bei 500 ~O
20,65 und bei 550 0 0 22,8 mVo
Zur Herstellung der Probelösungen modifizierten wir die
Methode von Dumanski (1967)0 Es wurden folgende Reagentien
verwendet: 30 %ige HOl (ultrarein, Merck), 15 %ige HOl,
2 %ige wässrige Na2H2ÄDTAoH20-Lösung (peao Merck), 20 %ige
wässrige MgOl206H20-Lösung (poae Merck)0
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Bei Herstellung der Urinproben setzten wir dem Urin zur
Au~lösung des mineralischen Sediments 1 ml 30 %ige Hel
zu th~d über~ührten ihn quantitativ durch wiederholtes
Nachspülen des Sammelge~äßes mit tridestilliertem Wasser
in gewogene Porzellantiegelo Nach Zugabe von 1 ml 20 %iger
MgC12-Lösung damp~ten wir vorsichtig mit Hil~e eines Quarz-
ober~lächenverdampfersbis zur Trockne eino Darauf stellten
wir die Tiegel in die kalten Veraschungsöfen und steiger-
ten die Temperatur langsam bis zur vollständigen Verkoh-
lung des Rückstandeso Die Tiegel wurden dann mit Uhrglä-
sern bedeckt und bei einer Temperatur von 500 - 550 °c
solange verascht, bis der Rückstand keine Kohlepartikel
mehr aufwiese Die MgC12-Zugabe hatte die Au~gabe, den
Rückst~~d während des Veraschungsvorganges locker zuhalten,
damit die Kohle schneller verbrer~en kor~~te, th~d ein
Schmelzen der alkali- und phosphatreichen Asche zu ver-
hinderno Außerdem sollte die salzsaure Magnesiumverbindung
zusammen mit der an~änglich dem Urin zugesetzten HOl eine
Manganoxidbildung und damit einen Verlust an Mn durch
Reaktion mit dem Tiegelmaterial au~ ein Mindestmaß be-
$Qt~~r~eno N~Qn dem Ab~Jhlen der veraschten Proben ~olgte
(zur Reduktion von evtle während des Veraschungsvorgangs
entstandenen Manganoxiden) Abdampfen des Rückstands mit
2 ml 15 %iger HCl unter dem Ober~lächenverdamp~ero Die
kalten Proben wurden genau gewogen und ein aliquoter An-
teil in Lösung gebrachto In ein graduiertes Reagenzglas
\vurden 2 ml 15 %ige HCl gegeben, bis zur 5 mI-Marke mit
tridestilliertem Wasser au~ge~üllt und mit 2 %iger Na2H2-
ÄDTA-Lösung au~ ein Endvolumen von 10 ml gebrachte Nach
jeder Zugabe der Lösung schüttelten wir die Proben cae 1
Minute und zentri~ugiertenunlösliche Rückstände abo Im
Überstand bestimmten wir die Kn-Konzentratione Nach
Chakrabarti et alo (1966) und Ramakrishna et ale (1967)
werden durch den Zusatz von 1 % Na2H2ÄDTA zur Probelösung
störende Ein~lüsse durch Anionen bei der Absorptionsmes-
sung verhinderto
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Bei den Organen bestimmten wir sofort nach der Entnahme
in genau gewogenen Porzellantiegeln das Frischgewicht und
trockneten zuerst im Trockenschrank über Nacht bei 110 0 0 0
Danach wurden die Tiegel in die kalten Spiegelbrenner über-
führt und die Temperatur langsam gesteigert, bis sich das
Veraschungsgut nicht mehr aufblähte und keine öligen
Destillationsprodukte mehr entwicheno Nach vollständiger
Verkohlung der Organe bedeckten wir die Tiegel mit Uhr-
gläsern und glühten bei 500 - 550 °00 Der veraschte Rück-
stand wurde nach Abkühlen in 2 ml 15 %iger HOl aufgelöst,
1 ml 20 %ige MgC12-Lösung zugesetzt und mit dem Oberflä-
chenverdampfer bis zur Trockne eingedampft 0 Auf 1-stündiges
erneutes Veraschen bei 500 - 550 °0 folgte Abrauchen mit
2 ml 15 %iger HClo Die Probelös~~gen zur Messung der Mn-
Konzentration in den Organen stellten wir auf demselben
wege wie beim Urin hero
Die Anwendbarkeit des Analysenverfah~ens zur serienmäßi-
gen Bestimmung der .rlangankonzentration in Urin und Knochen-
proben wurde durch den sogo Bilanz-Test geprüft 0 Hierzu
setzten wir zu dem 24 Stunden-Urin von 5 Ratten 5 ml
30 %ige- Hel und 5ml 20 %ige:Ng012-Losung und verdünnten
mitt.cidestilliertem wasser auf ein Volumen von 50 mlo
Je 10 ml wurden abpipettiert und ohne bzwo mit Zugabe
eines wässrigen MnS04-Standards veraschto In 10 ml Probe-
lösung bestimmten wir die Mn-Bilanz 0 Über die Ergebnisse
gibt Tabelle 1 Auskunft 0
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Ein analoger Versuch wurde durchgeführt, um die Bilanz
für das im Knochen enthaltene Mn zu bestimmeno Hierzu
trockneten wir 9 Rattenfemora von 230 g schweren und
10 Wochen alten Tieren zuerst bei 110 oe und dann bei
cao 250 - 300 oe im Trockenschrank und pUlverisierten
sie anschließend in einem Porzellanmörsero 250 mg Knochen-
pulver versetzten wir mit Mn-Standardlösungen und be-
stimmten nach dem Veraschen in 5 ml Probelösung die Mn-
Konzentrationeno Die Werte der Mn-Bilanz sind aus der
Tabelle 2 zu erseheno Während beim Mn-Nachweis im Knochen
die Bilanz als befriedigend angesehen werden kann, be-
trägt die Bilanz im Urin nur 80 %0 Es ist wahrscheinlich,
daß der Verlust von 20 %Mn auf eine Reaktion mit dem
Porzellan des Tiegels zurückzuführen isto Es ist hier
darauf hinzuweisen, daß zur vollkommenen VeraSchtuig des
Urins mindestens 24 Stunden benötigt werden, während
die Veraschung des Knochens wesentlich schneller verläufto
Tabo 1 ist zu entnehmen, d~1 die prozentuale Bilanz im
Falle des Urins unabhängig von der r1n-Konzentration ist;
wir hielten es deswegen für gerechtfertigt, den systema-
tischanFehler dadurch zu korrigieren, daß wir: die in'
den Versuchen gefundenen Mn-Werte des Urins mit 1,25
(= 100/80) multiplizierteno Obwohl nicht explizit be-
stimmt, wurde - mit Ausnahme des Skeletts - auch die
gleiche Korrektur bei den Organen vorgenommen, da aller




Als Versuchstiere dienten männliche Albinoratten des Hei-
ligenberg-Inzuchtstammeso Alter und Gewicht der Tiere wer-
den bei den einzelnen Versuchen angegebeno Die Ernährung
der Ratten bestand vor und während der Versuche aus Stan-
dardfutter (Altromin) mit einem Mn-Gehalt von 42 mg okg-1
und Leitungswasser ad libitumo wir injizierten die Chelat-
bildner, bei Kontrolltieren die äquimolare Dosis NaCI, aus-
nahmslos intraperitoneal, 54Mn dagegen intravenös in die
freipräparierte Schwanzveneo
Nach jeder Injektion befanden sich die Tiere zur quantita-
tiven Sammlung des Urins bzwo zur Trennung der Ausschei-
dungen für 24 Stunden in Stoffwechselkäfigen, die je nach
Versuchsanordnung verschieden konstruiert wareno In der
ersten und zweiten Versuchsserie bestimmten wir die Aus-
scheidung von stabilem Mn mit dem Urin und verwendeten bei
einmaliger Chelatapplikation Stoffwechselkäfige, modifi-
ziert nach der Konstru~tion von Volf und Mohr (4970); die
Tiere sind im Käfig immobilisierto Bei wiederholter Chelat-
i-njeKtionbenutzten wir· die· Res trainer Racks, Model· llBRt l
(Aerospace Industries, Ince Garneville, NoYo, USA); auch
hier sind die Tiere immobilisierto In den erstgenannten
Käfigen hatten die Tiere während des Versuchs nur Zugang
zu Trinkwasser, in den Restrainer Racks Zugang zu Futter
und Trinkwassero Beide Käfige haben den Vorteil, daß der
Urin quantitativ in Polyäthylengefäßen gesammelt werden
konnte, ohne mit den Faeces in Berührung zu kommeno Der
Nachteil bestand darin; daß durch die Immobilisierung auf
die Tiere ein Stress ausgeübt wurdeo Zur Bestimmung von
54Mn in Urin und Faeces verwendeten wir die Stoffwechsel-
käfige nach Nigrovic und Mohr (1966), in denen die Tiere
sich frei bewegen können und freien Zugang zu Futter und
Trinkwasser habene Eine Kontamination der Ausscheidungen
mit stabilem Mn war in diesem Falle ohne Belang, da nur die
54Mn-Aktivität bestimmt wurde 0
- 16 -
Zur BestimmüL~g des Mn- bZWe 5~Mn-Gehalts des Bluts und ver-
schiedener Organe töteten wir die Tiere 2~ Stunden nach der
letzten Injektion durch Ausbluten in Äthernarkose, aspirier-
ten zuerst 2 ml Blut aus der Vel1.a cava infe mit einer In-
jektionsspritze und entnahmen dann Leber, beide Nieren,
DÜIllldarm Lmd die Femorae Das Blutvolumen wurde nach Cart-
land ~md Koch (1928) mit 6,7 ml e 100 g-1 Körpergewicht
angenommen und auf das GesamtgevJicht einer Ratte umgerech-
nete Den Ym-Gehalt und die 5~Ym-Aktivität des Skeletts er-
hielten wir, indem wir nach Donaldson (192~) die Mn-Menge
bzwo die in einem Fe~lr gefundene Aktivität mit 20 multi-
pliziertene
Zur Bestimmung des Mn-Gehalts wurden die Organe zur Reini-
gung von Blutspuren und der Darm nach Aufschneiden zur Ent-
fernung des Darminhalts mehrmals in Ringer-Lösung gespülte
Anhaftende Flüssigkeit entfernten wir vor der Bestimmung
des Frischgewichts mit Filterpapiere
Den Versuchstieren wur-den dieChelatbiIdtier älsCalcilillJ.":"
Natrium-Verbindungen in wässriger Lösung mit einem pR-Wert
von 7,4 injizierte Bei der Dosierung der Chelatbildner be-
rücksichtigten wir das Körpergewicht (mmolekg-1)e Das In-
jektionsvolumen betrug in der Regel 2 ml für eine 300 g
schwere Ratteo Den Versuchstieren mit niedrigerem Körper-
gewicht injizierten wir ein entsprechend geringeres Volu-
mene Nur die höchste DTPA-Dosis von 8 mmol okg-1 applizier-
ten wir in 4 ml gelösto Die Injektionslösungen stellten
wir aus nachstehenden Substanzen folgendermaßen her:
1) ÄDTA (Äthylendiamintetraacetat) aus Na2[Ca-ÄDTA] (Merck)
2) CDTA (1r~g~-Cyclohexan-1,2-diamintetraacetat) aus freier
co,' c. (Fl . )u8.ur" \. __uka
3) DTPA (Diäth,ylentriaminpentaacetat) aus freier Säure
(Fluka)
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Na2[Oa-ÄDTA] wurde nur in tridestilliertem Wasser, die i'reien
Säuren des ODTA und DTPA in dem entsprechenden Volumen
2 n-NaOH (Merck) gelöst und mit der äquimolaren Menge
Oa012 (Merck) versetzto Die Lösungen stellten wir durch
Titration mit verdünnter HOl (1 und 0,1 n) bzwo verdünnter
NaOH (1 und 0,1 n) auf den pH-Wert von 7,4 einoDie Lös-
lichkeitdePfi.ir 8 mmol okg-1 Na
3[Oa-DTPA]
errechneten Sub-
stanzmengen in der für 2 ml Injektionslösung bestimmten
Flüssigkeitsmenge wurde offensichtlich bei der Herstellung
der Ohelatlösung überschritten; denn sowohl die Ausgangs-
substanzen als auch die als Oalcium-Natrium-Salz vorliegen-
de Verbindung (Geigy) waren erst bei der Verdopplung der
Lösungsmittelmenge und damit auch des Injektionsvolumens
gut in Lösung zu bringeno
2 040 Radiomangan
54~n \varde uns trägerfrei als 54rmC12 (1 mCi gelöst in
1 ml 0~1 n HGl) geliefert (The Radiochemical Oentre
Amersham, UoKo)o Die Stammlösung verdünnten wir zur Injek-
tion mit tridestilliertem Wasser und stellten mit verdünn-
ter HOl auf einen pH-Wert von 2-3 eino Das Injektionsvolu-
men betrug 0,5 ml und die einem Tier verabreichte Aktivität
10 !-LOi 0
54Mn emittiert eine energiereiche y-Strahlung CEma ;
54 x
0,84 MeV)o Die Bestimmung des Mn-Gehalts in den Ausschei-
dungen, im Blut und in den Organen erfolgte mit Hilfe
eines NaJ(Tl)-Bohrlochkristalls und eines y-Spektrometers
(Firma Baird Atomic, Model 707)0 Die in den Proben gemessene
Radioaktivität wurde in % der insgesamt injizierten 54Th~_
Dosis ausgedrückt 0 Hierzu verdünnten wir das einem Tier
applizierte Injektionsvolumen von 0,5 ml mit 0,1 %iger
ÄDTA-Lösung auf 100 ml und bestimmten die Aktivität in
1 ml (; 1 %der 54Mn-Dosis) parallel zur Messung der Faeces-,
Urin-~ Blut- und Organprobeno Dadurch erfolgte automatisch
eine Korrektur auf den radioaktiven Zerfall (HWZ = 291 Tage)o
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2 .. 5 .. Statistische Auswertuug
Bei der statistischen Analyse erfolgten die Berechnungen
überall dann, wenn exponentielle Zusammenhänge angenommen
werden konnten, mit logarithmisch transformierten Einzel-
werten" Dieses Verfahren bietet den Vorteil, daß die bei
Versuchen dieser Art häufig anzutreffende Varianzhetero-
genität verschwindet .. Die logarithmischen Mittelwerte
wurden zurücktransformiert .. Im einzelnen kamen die Metho-
den der Varianz- und Regressionsanalyse (Quenouille 1953)
zur Anwendung" Als statistisch signifikant betrachteten
wir in der Regel Ergebnisse, für die sich bei der Varianz-
analyse eine Signifikanzwahrscheinlichkeit von P ~ 0,05
ergab ..
3" Versuchsergebnisse
3"1,, Ausscheidun~ von Mn in Abhän~igkeit von der Art
und der Dosis des Chelatbildners
In der ersten Versuchsserie wurde der Einfluß verschiede-
ner Dosen von .ÄDTA, CDTA undDTPA auf die Ausscheidung
von Mn mit dem Urin geprüft" Wir injizierten 0,0625, 0,125,
0,25, 0,5, 1, 2, 4 bzw .. 8 mmol"kg-1" Das Alter der Tiere
betrug 10 bis 12 Wochen und das mittlere Körpergewicht
220 bis 230 g.. Jede Versuchsgruppe umfaßte 6 Ratten: Eine
Ausnahme bildete die Gruppe bei der höchsten und bereits
toxischen DTPA-Dosis; es überlebten nur 3 von 36 Versuchs-
tieren.. Die anderen Ratten starben innerhalb von 24 Stun-
den nach Injektion .. Je 2 Kontrolltiere erhielten 1, 2, 4
bzw" 8 mmol"kg-1 NaCl" In Tab" 3 sind die Versuchsergeb-
nisse zusammengestellt ..
In allen Versuchsgruppen ist die Mn-Ausscheidung höher als
bei den Kontrolltieren, und es sind darüber hinaus deut-
liche Unterschiede in der Wirksamkeit der drei Chelat-
bildner: ÄDTA < CDTA < DTPA vorhanden" Die Dosisabhängig-
keit der Effektivität ist noch einmal der besseren Über-
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sichtlichkeit halber in den Abbo 1 - 3 wiedergegeben,vnd
zwar einmal für die tatsächlich ~ßstgestellte Mn-Ausschei-
dung (Mng) 0 Zum anderen ist die zusätzlich zur spontanen
Mn-Ausscheidung bei den Kontrolltieren (Mn ) durch dies
Chelate mobilisierte Mn-Menge (Mn ) angeführt, die man
m
dadurch erhält, daß von jedem individuellen Mnt-Wert der
Mittelwert von Kns abgezogen wirdo
Mittels Regressionsanalyse berechneten wir die Kuxven,
die die Dosisabhängigkeit von Mnt (Kurven 1» und von
Mum (Kurven 2» wiedergebeno wie aus den Ergebnissen der
Varianzanalyse für Mnt (Tabo 4) zu entnehmen ist, sind
im Falle von ÄDTA und CDTA sowohl der quadratische als
auch der kubische Term der Regressionsgleichungen sta-
tistisch nicht signifikant, so daß die Punkte im doppelt-
logarithmischen Raster befriedigend durch die Geraden 1)
wiedergegeben werden könneno Im Falle von DTPA dagegen ist
auch der quadratische Term mit P = 0;02 - 0;01 hoch sig-
nifikant, doho die Dosisabhängigkeit flacht sich im höheren
Dosisbereich abo Im Falle von fm ist der quadratische
m
Term für DTPA und CDTA signifikant (vgL, 'I'ab , 5), und nur
furADTA ergibt sich eine rein lineare Regressione Die
berechneten Regressionsgleichungen sind für Mng und Mnm
in Tabe 6 zusammengestellto In den Abbo 1 - 3 sind schließ-
lich die Kurven 3) wiedergegeben, die wir dadurch erhiel-
ten, daß wä r von den berechneten Kurven 1) den Mittelwert
von Mns subtrahierteno Die Kurven 3) sind erwartungsgemäß
den Kurven 2) sehr ähnlich, im Falle von DTPA sogar iden-
tisch mit 2) 0
Was die bereits erwähnten Effektivitätsunterschiede der
Chelatbildner betrifft, die außer Zweifel stehen, so
interessierte uns im Hinblick auf die der Arbeit zugrunde
gelegte Problemstellung in erster Linie die Bestimmung
der sogo relativen Potenz (p), die als das Verhältnis gleich-
wirksamer Dosen definiert isto Als Referenzsubstanz ist
der am schwächsten wirksame Chelatbildner, dehe ÄDTA zu
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wählen 0 Eine Berechnung von p-Werten ist nur dann sinnvoll,
wenn sie dosisunabhängig sind, was für unseren Fall bedeu-
tet, daß die Dosis-Effekt-Kurven parallel verlaufen 0 Aus
methodischen Gründen ist der statistische Test auf Paral-
lelität nur für lineare Regressionen ohne Schwierigkeiten
durchfilhrbarc Wir legten den Berechnungen somit die Mnt-
Werte zugrunde; für die DTPA-Serie mußten überdies die
Dosen> 0,5 mmolokg-1 ausgeschlossen werden, da in diesem
Bereich sich die statistisch signifikante quadratische
Komponente deutlich manifestierto Wie die Ergebnisse der
Varianzanalyse in Tabo 7 zeigen, ist die der Nichtparalle-
lität entsprechende Varianz praktisch mit der Fehlervarianz
identisch, und es ist somit gerechtfertigt, die Dosisab-
hängigkeit der drei Chelate durch parallele Gerade wieder-
zugeben (Abbo 4)0 Bezogen auf ÄDTA (p = 1) beträgt p für
CDTA:
DTPA:
2,56 (2,00 - 3,28)
5,91 (4,42 - 8,00)0
Die in Klammern angeführten Werte sind die Mutungsbereiche
von p für P = 0,050
:I:nApQ" 5:i.§tet:i.s; :J:)Q~3i~H:l.]:~]:1ängiJtKEütncch ei.mng,l dg,rgestellt,
und zwar durch eine gemeinsame Gerade, die dadurch erhal-
ten wurde, daß die injizierten CDTA- und DTPA-Dosen mit
den oben angeführten p-Werten multipliziert wurdenc
3020 Einfluß von DTPA auf den Mn-Gehalt von Organen
In der zweiten Versuchsreihe sollte geprüft werden, ob bei
wiederholter DTPA-Verabfolgung die Mn-Ausscheidung mit dem
Urin konstant bleibt und aus welchen Organen das durch DTPA
mobilisierte Mn stammto 6 Tieren mit einem mittleren Kör-
pergewicht von 190 g und einem Alter von 9 bis 10 Wochen
injizierten wir im Abstand von 24 Stunden an 4 aufeinander-
folgenden Tagen 2 mmol okg-1 DTPAo Die Kontrollgruppe er-
hielt die äquimolare Dosis NaClo Wie aus Tabo 8 und Abbc 6
zu entnehmen ist, nimmt die Ausscheidung von Mn mit der
Zeit progredient ab und ist nach der 40 Injektion mit dem
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Kontrollwert fast identischo Bemerkenswert ist, daß die
spontane Mn-Ausscheidung in der Kontrolle um einen Faktor
von etwa 2 höher als in der ersten Versuchsserie war 0 Dies
hängt aller Wahrscheinlichkeit nach damit zusammen, daß
die Tiere - im Gegensatz zur 10 Versuchsreihe - Zugang
zum Futter hatten, das, wie in 2020 erwähnt, eine relativ
hohe tm-Konzentration besitzto Auffallend war weiterhin
der starke Gewichtsverlust um rund 37 %des Anfangsgewichts
bei den mit DTPA behandelten Tieren; bei der Kontroll-
gruppe dagegen betrug die Gewichtsabnhame nur 15 %0 Nach
der 20 Chelatinjektion zeigte sich bei 2 der 6 Versuchs-
tiere Durchfall, nach der 30 Injektion bereits bei 4 Ratteno
4 Tiere starben innerhalb von 24 Stunden nach der 4 0 DTPA-
Dosis, die restlichen 2 waren nach Ablauf des letzten Ver=
suchstages moribund 0
Tabo 9 orientiert über den Mn-Gehalt und -Konzentration
der Organeo Die Werte sind gegenüber der Kontrolle ein-
deutig verminderto UnverkeIll~bar ist, dfu~ die von UI1S
untersuchten Gewebe auf DTPA unterschiedlich ansprechenc
Während der Mn-Gehalt im Skelett und in den Nieren um
runa3-o% gese:b.Rt wi.rd, vermiriaert er sich in <lerLeoer
um 57 % und im DÜrLndarm um 80 %0 Dabei ist zu bemerken,
daß die Mn-Bestimmung in den Nieren durch die Empfindlich-
keit der Nachweismethode (0,1 I.Lg oml-1) mit einem größeren
methodischen Fehler behaftet sein könnteo
3030 Versuche mit 54Mn
Wie in der Einleitung erwähnt wurde, wird Mn in erster
Linie mit den Faeces ausgeschiedene In den vorangehenden
Versuchen bestimmten wir nur die renale Mn-Ausscheidung,
da die Mn-Bestimmung in den Faeces im Hinblick auf das in
der Nahrung enthaltene Mn nicht sinnvoll ist, da zwischen
ausgeschiedenem und nicht resorbiertem Mn nicht differen-
ziert werden kanno Andererseits wäre es zur Bestimmung
der Mn-Bilanz unter dem Einfluß der Chelatbildner notwendig,
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auch die faecale Ausscheidung zu berücksichtigeno Zur Be-
antwortUL~g dieser Frage wurde die Wirksamkeit von DTPA
(2 mmolokg-1) auf die faecale und renale Ausscheidung und
die Organretention von 54:Mn geprüft, und zwar in Abhängig-
keit vom Zeit~h~~t der Chelatverabfolgung und von der Zahl
der Injektionen, doho der Gesamtdosis von DTPAo Das Alter
der Tiere betrug 11 bis 12 Wochen und das mittlere Körper-
gewicht 210 go 54Th~ wurde 35 Tieren trägerfrei injizierto
6 Ratten dienten als Kontrollgruppe und 4 mal 6 und 1 mal
5 Tiere als Versuchsgruppen I - Vo Über die Versuchsstruk-
tur orientiert Tabo 100
Tabo 11 gibt die 54Mn-Ausscheidung mit dem Urin und den
Faeces wiedero Daraus ist - in Übereinstimmung mit der
Literatur (eogo Bersin 1963, Cotzias 1962) - ersichtlich,
daß Mn bei den Kontrolltieren vorwiegend mit den Faeces
ausgeschieden wirdo Die graphi~che Darstellung der Kon-
trollwerte (Abbo 7) zeigt, daß die Zeitabhängigkeit der
C:;Ll,.
Ausscheidung von /'Mn weder im Urin noch in den Faeces
einer einfachen Exponentialfunktion folgt, da die Exkre-
tionsrate bei den Versuchs- und Kontrolltieren mit fort-
schreitender Zeit kleiner wirdo Nach DTPA-Injektion ist
eine starke Intensivierung der renalen Ausscheidung fest-
zustellen, während die Exkretion mit den Faeces schwach
erniedrigt ist (Tabo 11 l Abbo 8 und 9)0 Die insgesamt
ausgeschiedene 54Mn-Menge bleibt gegenüber der Kontrolle
eindeutig erhöht und das Verhältnis Urin/Faeces > 10
Die in den Organen verbliebene Aktivität bestimmten wir
für alle Versuchsgruppen am 650
Abbo 10 zu ersehen, ist bei den mit DTPA behandelten Tieren
eine im Vergleich zur Kontrolle deutliche Senkung des 54Mn-
Gehalts in den untersuchten Geweben festzustellenolm Blut wird
die 54Mn-Aktivität zwar durch Chelatinjektion erniedrigt,
doch sind die Unterschiede bei den einzelnen Versuchsgrup-
pen, wie aus den Ergebnissen der Varianzanalyse (Tabo13)
zu entnehmen ist, statistisch nicht signifikant, so daß
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eine Mittelung über alle Versuchsgruppen berechtigt isto
Beim DüLnndarm liegt eine statistisch gesicherte lineare
54Mn-Abnahme bei steigender Zahl der Chelatdosen voro Bei
Leber, Nieren und Skelett fällt der unterschiedliche Ver-
lauf der Kurven aufo So bewirken in der Leber und in den
Nieren 5 Chelatinjektionen im Verhältnis zu den Versuchs-
gruppen, die nur 4,3 oder 2 Dosen erhalten haben, eine
deutliche Verminderung des 54Mn-Gehaltso Nach 4-, 3- und
2 maliger DTPA-Applikation scheint die Zahl der Injektio-
nen keinen Einfluß auf die Verminderung des 54Mn-Gehalts
in den Organen auszuüben; es stellt sich im Kurvenverlauf
ein angedeutetes Plateau eino Wird jedoch nur eine Chelat-
dosis injiziert, so zeigt diese, im Vergleich zu 2 - 4-
maliger DTPA-Applikation eine erkennbar niedrigere Wirksam-
keito Die Varianzanalyse ergibt für die Leber einen sta-
tistisch eindeutig gesicherten, für die Nieren mit P <0,1
einen nicht voll signifikenten::kubischen..TermoBeim· Ske-
lett zeigt die Mobilisierung von 54I1n in Abhängigkeit von
der Gesamtdosis des Chelats mit zunehmender Zahl der In-
Jektionen einen signifikanten quadratischen und linearen
Termo
40 Diskussion
Die Ergebnisse der ersten Versuchsreihe zeigen, daß ÄDTA,
CDTA und DTPA bei der Mobilisierung von endogenem Mangan
deutliche Effektivitätsunterschiede aufweiseno Die Dosis-
abhängigkeit der Effektivität der 3 Chelatbildner läßt
sich durch eine gemeinsame Kurve (Abbo 5) wiedergeben,
wenn man die Dosen von CDTA und DTPA mlt den entsprechen-
den Faktor p (soSo 20) multiplizierto Die experimentell
ermittelten p-Werte betragen für CDTA ~ 2,6 und für DTPA
~ 6, doho zur Erzielung einer gleich starken Mobilisations-




Nach Heller und Catsch (1959) sollte die Wirksamkeit eines
Chelatbildners in erster Näherung und unter den verein-
fachenden Annahmen, daß der Chelatbildner im Verhältnis
zu dem zu mobilisierenden Metall in großem Überschuß vor-
liegt und im physiologischen pH-Bereich nur 1:1-Chelate
gebildet werden, proportional zur sogo effektiven Stabili-
tätskonstante E sein:
K~ m ,
wobei K~ die Stabilitätskonstanten des Metall(M)-Ligand(L)-
Chelats und [L]t die gesamte Konzentration des CheJatbild-
ners im physiologischen Verdünllungsraum bedeuteno a L gibt
den Anteil der freien Anionen Lb- an der Summe aller nicht-
komplexierten Protonierungsstufen der Säure H L(b-y)-
Y
für einen gegebenen pH-Wert wieder und errechnet sich aus
den Aziditätskonstanten der Säure nach:
aL=1+K~[HJ+KiLoK~LLH]2+K~oK~ LoK~ LLH]3 +
2 2 3
Die Einführung der Stabilitätskonstante Kg~L und der im
biologischen Milieu mit ~ 10-3 M praktisch konstant gehal-
tenen Konzentration [Ca2+] wird dadurch bedingt, daß Ca2+
das wichtigste konkurrierende endogene Kation darstellto
Die Konkurrenz anderer Kationen ist zu vernachlässigen,
weil sie entweder (wie die Alkalimetalle) keine nennens-
werte Koordinationstendepz zeigen, oder (wie die Spuren-
metalle) nur in sehr niedrigen Konzentrationen vorliegeno
Im physiologischen pH-Bereich von 7,4 kann a L für die von
uns untersuchten Chelatbildner als additives Glied ver-
nachlässigt werden, da a « Kg:L[Ca
2+] isto Dies bedeutet,
daß für diese Komplexbildner die Konkurrenz zwischen Metall
und Protonen viel kleiner ist, als die Konkurrenz zwischen
Metall und Calciume
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Die Berechnung von E läßt sich für die von uns untersuch-
ten Chelatbildner durchführen, da die in die effektive
Stabilitätskonstante eingehenden Aciditäts- und Stabili-
tätskonstanten bekannt sind (ZUsammenstellung bei Catsch
1968a); die Ca2+-Konzentration im physiologischen Milieu
ist mit 10-3 M als konstant anzunehmen 0 Die Dosis der
Chelatbildner, doho [L]t' ist in diesem Zusammenhang
irrelevant, da ein Vergleich der Effektivität von äqui-
molaren Dosen der einzelnen Chelatbildner durchgeführt
wirdo Nachstehend sind die Logarithmen der effektiven
Stabilitätskonstanten der Mn(II)-Chelate von ÄDTA, CDTA
und DTPA angeführto Die zugrunde gelegten Annahmen sind:
pR = 7,4, [Ca2+J = 10-3 Mund [L]t = 1 Mo
ÄDT.A. CDTA DTPA
6,34 7,70 7,71






zu ÄDTA eine 24 mal höhere Wirksamkeit der beiden anderen
Chelatbildner zu erwarten geweseno Die experimentell er-
mittelten p-Werte von~ 6 bzwo ~ 2,6 zeigen jedoch, daß
die Mobilisationswirkung von DTPA und CDTA eindeutig
niedriger als erwartet isto Eine ähnliche Diskrepanz
zwischen dem p-Wert von ~TPA und dem Verhältnis der effek-
tiven Stabilitätskonstanten von DTPA und ÄDTA wurde
übrigens auch von DvofaR (1970) bei der Mobilisierung von
endogenem Zink festgestellto DTPA war inEdiesem Fall nur
.... DTPA . 89 120 mal wirksamer als ADTA, wahrend nach E. ei.ne aa
ADTA
höhere Effektivität zu erwarten waro
Es erhebt sich nun die Frage, was dieser Diskrepanz ur-
sächlich zugrunde liegto Eine mögliche Erklärung wäre, daß
die Chelatbildner ein unterschiedliches metabolisches Ver-
halten, wie physiologisches Verdünnungsvolumen, unterschied-
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liche Ausscheidungsgeschwindigkeit und Ausscheidungswege
und/oder Abbau zu Metaboliten, aufweiseno Diese Annahme
kann, jedenfalls für ÄDTA und DTPA, mit Sicherheit ausge-
schlossen werden, denn die Untersuchungen von Bohne et alo
(1968), Havl1cek et alo (1968) und Volf et alo (1970)
haben den Nachweis erbracht, daß diese Chelatbildner den-
selben physiologischen Verdünnungsraum (20% des Körperge-
wichts), gleiche Ausscheidungsgeschwindigkeit (B1!Z - 20
Mino) und denselben Ausscheidungsweg (95 % in 24 Stunden
mit dem Urin) besitzen und im Körper keine Metabolisie-
rung stattfindet (Zorn 1970)0 Was CDTA betrifft, so könnten,
bedingt durch die cyclische Konfiguration, andere Ver-
hältnisse im metabolischen Verhalten vorliegen, wie dies
von Rubin et alo (1960) vermutet wurde, jedoch aufgrund
~9 . ~JI
der Mobilisierung von / Fe (Günther 1969), /~Mn (Kuhn 1969)
wenig wahrscheinlich isto Eine weitere Deutung könnte von
der Annahme ausgehen, daß die Chelatbildner andere Spuren-
metalle in sehr hohen Konzentrationen ULnd mit unterschied-
licher E~fektivität mobilisieren, so daß die wichtigste
Voraussetzung für die Gültigkeit der effektiven Stabili-
tätskonstanten, nämlich ein ho-her Überschuß an freiem
Chelat, nicht mehr gegeben isto Diese Erklärung scheidet
aber insofern aus, als nach allen bisher gemachten Erfah-
rungen sich die Mobilisierung von Spurenmetallen durch
ÄDTA hauptsächlich auf Zink beschränkt (Candura et alo
(1960), MilIar et alo (1954), Perry und Perry (1959),
Perry und Schroeder (1957), Tarui (1960), Teisinger und
Fiserova-Bergerova (1958))0 Die quantitativen Untersu-
n'h"".. ...... o .... "<TAn n"<TI"\~(,·1r r""OI"J()\ "V'lrl 'Q"..,"<T'~X01T r""ac::.A\ ;~'ho,., rlo....
V"~O""'''.1. v v,... .., V V....L. \,A.."L'\,. \ t./ ( v / \A..L.L\.A.. .L.CA. V ..L...L..v v.u.. '1 /V\.J / 1,..o\.\J'\,J.L \o.,,(.""',&,.
Einfluß von ÄDTA und DTPA auf die Ausscheidung von endo-.
genem Zink haben gezeigt, daß die ausgeschiedene Zink-
menge im Verhältnis zum freien Chelat sehr klein ist und
aus diesem Grund vernachlässigt werden kanno
Nachdem die vorangehenden Überlegungen keine plausible und
begrü~dete Beantwort~ng der zur Diskussion stehenden Frage
geben konnten, erscheint es notwendig, die Mobilisierung
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eines endogenen Spurenmetalls in einer allgemeinen semi-
quantitativen Form zu diskutiereno
Bezeichnen wir mit [M]t und [L]t die Konzentrationen aller
Metall- und Chelatspecieso Die Konzentration des Metall-
chelats [ML] hängt von der Stabilitätskonstanten
K = [ML] (1)lM] [L]
sowie von [M]t und [L]t abo Die Konzentrationen haben
die Dimension mol ol-1o [M] und [L] sind gleich [Mt-ML]
bzwo [Lt-ML], so daß
K = (2)
wirdo Diese Schreibweise hat den Vorteil, daß sie den
Verhältnissen in einem biologischen System gerecht wird,
indem [Mt - MLJ nicht nur die Konzentration freier Metall-
ionen [M] allein, sondern auch die aller anderer Species,
zoBo der Verbindungen mit biologischen Liganden, wieder-
gibt 0 Sir~~gemäß gilt dies auch für [Lt-ML]o
Sind K [:MJ t und [~Jt be~a..l1Ilt, läßt sich [ML] als Unbe-
kannte aus (2) errechnen:
worin
(4)
Abbo 11 gibt einige nach (3) bereclulete Kurven wieder, die
[ l'1L]
die Abhängigkeit der chelierten Metallfraktion [MJ von
[L]t und K zeigeno Aus äußeren Gründen sind in dertAbbo 11
nicht die Stabilitätskonstanten K, sondern t (doho die
sogo Instabilitätskonstanten) bei den einzelnen Kurven an-
geführto Die äquimolare Konzentration [L]t = [M]t ist
durch die gestrichelte Vertikale hervorgehobeno Die Dar-
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stellung ist in bezug auf n, den Exponenten in [L]t,
[I1J t und t normiert.
Beim Vergleich von zwei Chelatbildnern L1 und L2 mit den
Stabilitätskonstanten K1 und K2 ist p als das Verhältnis
gleichwirksamer Kontenttationen [L1]t und [L2]t definiert,
während ß das Verhältnis K1/K2 isto
Analysieren wir den speziellen von zwei Chelatbildnern,
für die ß = 10 beträgt, wob~i der Chelatbildner mit der
höheren Stabilitätskohsiante L1 und der andere mit L2
bezeichnet wird; li ist K1 0 Aus Abb , 11" ist zu entnehmen,
daß für log [L1]t ~ rt+1 2 u4d bei relativ niedrigen Sta-
bilitätskonstanten ci: ~. 10n+2) das Verhältnis gleichwirk-
samer Chelatkonzentrationen p = ß ist und mit wachsendem
[L]t gleich 1 wirdo Ist log [L1]t ~ n, so ist bei relativ
hohen Stabilitätskonstanten (i~ 10n-2) ebenfalls p = 1,
und nur im Bereich von i = 10n-1 - 10n+1 ist 1<p<A, dcho
es liegt die Situation, die wir im Falle von Mn und den
von uns untersuchten Chelatbildnern habenc Prüfen wir,
für welches I10dell die obigen Randbedingungen zutreffen.
--- --- ----------- -------
Es wird angenommen, daß der physiologische Verdünnungs-
raum der Ca-Chelate des ÄDTA und DTPA rund 20 % des Kör-
pergewichts ausmacht, d.ho dem extracellulären Wasser
gleichkommt (Bohne et alo 1968, Foreman et al01953, 1960,
Volf et alo 1970)0 Die Mn-Konzentration im Blutplasma
([M]t) wird mit ~ 10-6 I1 (Miller und Yoe 1962) bzwc
~ 10-7 I1 (Cotzias und Papavasiliou 1962) angegebene In
dem von uns untersuchten Chelatdosisbereich (0,1 - 10
mmol okg-1) würde die maximale Konzentration ([L]t) bei
einer 250 g schweren Ratte im Bereich von etwa 5010- 4
5 010-2 I1 liegen und mit einer Halbwertszeit von ~ 20 Mino
abnehmen0 Damit ist bereits eine der Randbedingungen
nicht erfüllt, und die Hypothese, daß die Chelierung des
Mn ausschließlich im Plasmawasser stattfindet, kann ver-
worfen werdeno Die Tatsache, daß die mit dem Urin ausge-
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schiedene Ym-Mengen weit höher als der 11n-Gehalt des
Plasmas ist und daß eine Verarmung der Gewebe an Mn re-
sultiert, ist - für sich allein betrachtet - kein Argu-
ment gegen die Hypothese, da es infolge des gestörten
- .. ---G-l-ei--c-hgew±C-ht-o--z-1:l---e-±nem----1I-E±nströnren~~-_von-f1n--aus_d-en----(7e-;,;;----·-----
weben in das extracelluläre Kompartiment kommen müßteo
Eine mögliche Erweiterung der ursprünglichen Hypothese
könnte davon ausgehen, daß zum extracellulären Komparti-
ment auch der Knochen gehört; eine Annahme, die physiolo-
gisch durchaus sinnvoll isto Da die Mn-Konzentration des
Knochenmarks 100 mal niedriger als die des Knochengewebes
ist (Cotzias 1962), kann sie bei den folgenden Überlegun-
gen vernachlässigt werdeno Geht man von den mittels AAS
bestimmten und mit den Angaben anderer Autoren überein-
stimmenden Werten aus, beträgt die Konzentration maximal
10-4 Mo Wenn auch die Mn-Konzentration im Knochen höher als
im Blutplasma ist, ist die Randbedingung [L
1
Jt ~ [M]t
immer noch nicht erfüllte
Die Mn-Konzentration im intracellulären Raum beträgt
nach unseren Daten etwa 3°'10-5 Mo Nimmt man nun aTl-,daß
ein kleiner Bruchteil der Chelatdosis, beispielsweise
1 %, in den intracellulären Raum gelangt, würde sich die
Chelat-Konzentration hier auf 5 010-6 - 5°10-4 M ernie-
drigen und die erste Randbedingung erfüllt seine Ist
[MJ t ~ 10-
5 M, so müßten, entsprechend der zweiten Rand-
bedingung, die K-Werte für die Chelatbildner in der
Größenordnung von 106 - 104 liegeno Die Stabilitätskon-
.A JI 1"'"\.11
stanten von Mn(II)-ÄDTA und -DTPA betragen 10"''+ ,U'+ 'bzw,
101 5,60 und erniedrigen sich, wenn man der pH-Abhängig-
keit sowie der Konkurrenz von Ca2+ durch die sogo effekti-
ve Stabilitätskonstante (vglo So 25) Rechnung trägt, auf
106 , 34 für ÄDTA und 107,71 für DTPA, dohe Werte, die um
rund 2 Größenordnungen höher als die aufgrund der Rand-
bedingungen postulierten K liegeno Ein Widerspruch besteht
jedoch insofern nicht, als die effektiven Stabilitätskon-
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stauten die Konkurrenz endogener Liganden nicht berück-
sichtigen und somit durch die Stabilitätskonstante für
die endogenen Mn-Assoziate zu dividieren wären, die aus
den obigen Werten sich somit zu etwa 102 ergibto Diese
Stabilität ist allerdings relativ niedrig; die Stabilitäts-
konstante des Ca-Albumin ist beispielsweise 103 0 Ein zwin-
gendes Argument gegen die vorstehend entwickelte Arbeits-
hypothese ist der niedrige K-Wert allerdings nicht: Die
effektiven Stabilitätskonstanten wurden für die relativ
hohe Ca2+-Konzentration im Blutplasma berechnet, während
sie im intracellulären Raum niedriger ist und damit auch
die effektive Stabilitätskonstante und die Stabilität der
endogenen Ym-Verbindung sich um den entsprechenden Betrag
erhöhen 0
Die Annahme, daß ein kleiner Bruchteil der Chelatdosis
in den intracellulären Raum ge Lang't, steht nicht im Wider-
spruch zu der weiter oben erwähnten Feststellung, daß die
Chelate sich im extracellulären Raum verteilen; sie basiert
auf dem durch Extrapolation der Plasmaclearence nach t = 0
E;;_J:':t1.<:3..:1:t~ne)'1 Gh_elJ3,tkonzent-ration .im BlutcPlasmaoDies-eI1e-thode
ist jedoch relativ unempfindlich, und die Ungenauigkeit der
Anfangskonzentration lässt die Annahme einer intracellu-
lären Permeation bis zu 10 %der Dosis ohne weiteres zUo
Außerdem liegen auch andere Befunde vor, die einen direkten
Hinweis dafür geben, daß ein kleinerer Bruchteil der Chelate
die Zellmembran zu passieren imstande ist (Balleu Uo ~alotaz
1966, Slouka 1969)0
A
Daß im Falle hoher DTPA-Dosen (>0,5 mmolokg- l ) die Dosis-
Effekt-Kurve nicht, wie bei den anderen Chelatbildnern,
linear verläuft, sondern sich abflacht, könnte verschiedene
Gründe haben: Die Menge des grundsätzlich mobilisierbaren
Mn ist beschränkt, so daß eine weitere Erhöhung der Dosis
wirkungslos bleibto Gegen diese - an sich durchaus plau-
sible und in einem höheren Dos~sbereich sicherlich reali-
sierte - Vorstellung spricht in unserem speziellen Fall
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allerdings der Umstand, daß pDTPA/CDTA im Dosisbereich
-1
~0,5mmolokg zunehmend kleiner wird, während er bei
Dosen«O,5mmolokg-1 mit einem Wert von ~:§~ = 2,31 annä-
hernd konstant bleibto Begründeter erscheint somit die
Erklärung, die wir weiter oben erwähnten und demzufolge
mit wachsendem [LJ t p kleiner wird und dem Grenzwert 1
zustrebt 0 Dafür spricht auch der Umstand, daß die Stei-
gung der experimentellen Dosis-Effekt-Kurven durchgehend
< 1 isto
Unerwartet ist die im Vergleich zu DTPA gesichert gerin-
gere Wirksamkeit des CDTA; unerwartet deswegen, weil die
effektiven Stabilitätskonstanten für beide Chelatbildner
praktisch identisch sind (vglo So 25)0 Die Ursache für
die geringere Effektivität des CDTA muß aller Wahrschein-
lichkeit darin gesehen werden, daß es sich um einen
Chelatbildner handelt, der - im Gegensatz zu den anderen
Polyaminopolycarboxylsäuren - eine ausgesprochene Tendenz
zur Bildung sogo robuster (oder inerter) Chelate aufweist,
die durch träge ablaufende Austauschreaktionen gekenn-
zeichnet sindo Ein robustes Verhalten von CDTA konnte so-
woJl1 --In-reIn -'cnemlschen-Sys1;emen-(Scfiwarzen.Q_8..cli -etal~-
1954, pla.rgerum et aL, 19E3) als auch im biologischen
Milieu (Günthe~ 1969, Harmuth-Hoene et ale 1970), speziell
für Mn (~uhn 1969), nachgewiesen werdeno
Die Beurteilung der Versuchsreihe, in der die Tiere an
4 aufeinanderfolgenden Tagen DTPA erhielten (vglo Tabo 8),
ist aus mehreren Gründen erschwerte Zunächst können keine
Aussagen über die faecale Mn-Ausscheidung gemacht werden,
da - wie weiter oben bereits erwähnt - die Trennung von
ausgeschiedenem und nicht resorbiertem, aus der Nahrung
stammendem Mn nicht möglich iste Es könnte zwar daran
gedacht werden, die faecale Ausscheidung unter Heranzie-
hung der spezifischen Aktivität des Urins (die aus Ver-
suchsreihe 2) und 3) zu berechnen wäre) zu bestimmene
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Wir nahmen davon jedoch Abstand, da dieses Vorgehen von
der Annahme ausgeht, daß die spezifische Aktivität des
Urins mit der der Faeces identisch isto Unter Berück-
sichtigung des Mn-Stoffwechsels erscheint jedoch eine
solche Annahme als wenig wahrscheinlich, zumindest aber
experimentell nicht verifizierbar. We±terhin"wäre.::Eür_die
vorliegende Frage die Bestimmung der sogo Bilanz erforder-
licho Diese ist jedoch nicht möglich, da die aus dem Darm
resorbierte Mn-Menge nicht bekannt isto Es ist zu vermu-
ten, daß die Mn-Aufnahme bei den Kontrolltieren und erst
recht bei den unter dem toxischen Einfluß des DTPA ste-
henden Tieren stark reduziert isto Die Tiere nehmen kaum
Futter und Wasser zu sich, was sich auch in einer relativ
starken Gewichtsabnahme (So 21) widerspiegelto
Es ist somit nur der Vergleich der Differenz zwischen
dem Mn-Gehalt der Organe bei den Kontrolltieren und
denen der DTPA-Gruppe mit der unter dem Einfluß von DTPA
mit dem Urin ausgeschiedenen Mn-Menge möglicho Die fae-
cale Ausscheidung bei den DTPA-Tieren ist, wie aus den
llersuchen mit 54Mnher-v-or-geht, in diesem Zusammenhang
als additives Glied vernachlässigbaro Die DTPA-Tiere
schieden innerhalb von 4 Tagen insgesamt rund 31 ~g Mn
mit dem Urin aus, während die Differenz des Organgehalts
nach Tabo 8 28 - 35 ~g beträgto Es iiegt auf den ersten
Blick eine recht gute Übereinstimmung voro Tatsächlich
jedoch müßte eine etwas höhere Ausscheidung vorliegen,
da wir die Mobilisierung von Mn aus dem Dickdarm, dem
Pankreas und der Muskulatur nicht bestimmt haben, doho
Organen, deren Mn-Gehalt durch DTPA sicherlich gesenkt
wird, wie aus den Versuchen von Jr1ibu (1969) hervorgehto
Die Versuche mit 54Mn bestätigen zunächst die auch von
anderen Autoren (Literatur bei 9otzi.a.? 1962) gemachte
Beobachtung, daß die Ausscheidung des Mn in erster Linie
mit den Faeces erfolgt; die Ausscheidungsraten liegen
in unserem Versuch bis zum 640 Tag um rund 2 Größenord-
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nungen höher als die im Urino In t~ereinstimmung mit dem
Schrifttum ist auch die nichtexponentielle Zeitabhängigkeit,
zumindest was die faecale Ausscheidung betriffto Im Falle
des Urins ist eine gesicherte Aussage nicht möglich, da
der für die Bewertung wichtige 64 Tage-Punkt wegen Unter-
schreitens der Nachweisgrenze fehlto Der 54Mn-Versuch sollte
vor allem die Frage beantworten, ob die Intensivierung. der
Mn-Ausscheidung mit dem Urin einen stärkeren Effekt im Sinne
einer positiven Bilanz nicht nur vortäuschte Dies könnte
nämlich dann der Fall sein, wenn der Chelatbildner nur eine
rrUmschaltung ll der Ausscheidungswege bedingt, doho eine dem
erhöhten Mn-Gehalt im Urin entsprechende Verminderung der
faecalen Ausscheidungo Dies ist, wie den Daten in Tabo 11
und Abbo9 zu entnehmen ist, in nur geringem Maße der
Fall: Die 54Mn-Ausscheidung mit den Faeces ist nur gering-
fügig gegenüber der Kontrolle gesenkt, obwohl die renale
Ausscheidung von 54Mn um rund 2 - 3 Größenordnungen er-
höht wirdo Dies bedeutet offenbar, daß eine bestimmte Frak-
tion des Mn-Pools zwar in einer ausscheidungsfähigen, aber
durch Chelatbildner nicht mobilisierbaren Form vorliegto
J:)_iE;§~~ Annahme E:;r.r~~J2:r:i.9At q.~m§:glit~:r von @1:l YQ;J:'-J;BschlageuB_ll
Kompartiment-Modell der Lebero Was die mobilisierbare Mn-
Fraktion betrifft, so zeigen unsere Versuchsergebnisse,
daß die Effektivität der jeweils ersten Chelatdosis zeit-
unabhängig ist: Zum Beispiel führt DTPA erstmalig am 80 Tag
verabfolgt zu einer 1,33 mal höheren Mn-Ausscheidung, als
wenn der Verabfolgung am8e Tag eine Dosis am 20 Tag voran-
geht 0 Auch für die anderen Zeitpunkte ergeben sich ver-
gleichbar hohe Quotienten von 1,36, 1,28 bzwo 1,520 Auf
der anderen Seite ist eine Chelatdosis, wenn sie zu einem
beliebigen Zeitpunkt, aber erstmalig verabfolgt wird,
wirksamer als wenn ihr eine Chelatverabfolgung vorangehto
Dies ist nicht unerwartet, da die mobilisierbare 54Mn_
Fraktion in letzterem Fall vermindert isto Es ist jedoch
nicht statthaft, auf eine echte Verarmung des Mn-Pools
zu schließen, da in der vorliegenden Versuchsanordnung
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die spezifische Aktivität des 54Mn in den Ausscheidungen
nicht bestimmt wurdec
Auf den ersten Blick unerwartet ist die in Abbo 10 wieder-
gegebene Abhängigkeit des 54Mn-Gehalts der verschiedenen
Organe von der Zahl der Chelatdosenc Während im Skelett
und im Darm der 54Mn-Gehalt sich umgekehrt proportional
zur Chelatgesamtdosis verhält, zeigen im Falle der Nieren
und vor allem (hier auch statistisch signifikant) der
Leber die Kurven im Bereich von 2 - 4 Chelatdosen ein
Plateau, dcho keine oder eine nur schwach ausgeprägte
Dosisabhängigkeito
Fassen wir die Leber als ein aus nur einem Kompartiment
bestehendes Organ auf und nebmen weiterhin an, daß die
Chelateffektivität zeitunabhängig ist, müßte eine lineare
Beziehung zwischen 54Mn-Gehalt und der Zahl der Chelat-
dosen resultieren, wie zcBc im Falle des Darms. Nähme die
Chelateffektivität mit fortschreitender Zeit ab, ist eine
Beziehung wie. im Falle des Skeletts zu erwarten. Fassen
V'J~r die Leber als. ein 2-l{_qIIl'P§.~"t~II!:~!l-"t...e.;Y§i:i~J.!l <:l.l.lK und nehmen
an, daß das in einem der beiden Kompartimente retenierte
54Mn sich gegenüber dem Chelatbildner refraktär verhält,
zumindest sich aber in erheblich geringem Maße als aus
dem zweiten Kompartiment mobilisieren läßt, ist - wie
sich rechnerisch zeigen läßt - eine andere Dosisabhängig-
keit zu erwarten, auf jeden Fall aber kein signifikanter
kubischer Term. Nur ein Kompartiment-System ist in der
Lage, eine annähernd befriedigende Erklärung zu geben:
Nehmen wir an, daß die Leber aus drei Kompartimenten A, B
und C besteht, von denen A mit dem zentralen Kompartiment
des extracellulären Wassers kommuniziert und den parallel
geschalteten und miteinander nicht in Austausch stehenden
Kompartimenten Bund C vorgeschaltet ist. Der Transfer von
Mn aus A nach B und C soll relativ schnell erfolgen, wäh-
rend die Ausscheidung aus den Kompartimenten Bund C, die
etwa gleich groß ist und wesentlich langsamer, jedoch mit
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nicht wesentlich verschiedenen Halbwertszeiten verläufto
Eine Mobilisierung von ~ffi durch Chelatbildner soll aus
A und B, dagegen nicht aus C möglich sein, und es soll
keine Zeitabhängigkeit der Chelateffektivität vorliegeno
Die geschilderten Verhältnisse sind schematisch in Abbo12
wiedergegebeno Die unter diesen Annahmen resultierende
Dosisabhängigkeit zeigt im Prinzip den gleichen Verlauf
wie die experimentelle Kurve in Abbo 10 ; die Tatsache,
daß im hypothetischen Modell der Mn-Gehalt nach 5 Dosen
wesentlich niedriger als im Experiment liegt, ist kein
entscheidendes Argument gegen das von uns vorgeschlagene
Modello Die bestehende Diskrepanz läßt sich beseitigen,
wenn man eine ~Jrzere Verweilzeit des K~ im Kompartiment
A annimmto Eine physiologische und biochemische Konkreti-
siertu~g des Modells ist olll~e zusätzliche Untersuchungen
im Moment noch nicht möglicho Das Modell könnte jedoch
für die Frage des Mn-Stoffwechsels von heuristischem Wert
s eä.n ,
Exzeptionell verhält sich der Mn-Gehalt des Bluts, indem
die Chelateffektivität relativ klein ist und keine ausge-
prägte Abhängigkeit von der Gesamtdosis vorzuliegen
scheinto Es ist nun bekannt, daß der Mn-Gehalt der Erythro-
cyten den des Plasmas um einen Faktor ~ 2 übersteigt
(Cotzia:s 1962) und daß das Mn in den Erythrocyten in einer
sehr stabilen und nichtmobilisierbaren Verbindung vorliegt;
dies würde die geringe Effektivität erklären 0 Die Konstanz
des 54Mn-Gehalts andererseits kann als Hinweis für die in
einem früheren Zusammenhang geäußerte Vorstellung sein,
daß die durch Chelatbildner induzierte Verarmung der Plas-
maproteine an Mn relativ schnell durch Freisetzung von Mn
aus den Geweben kompensiert wird, das in dem vorliegenden
Versuch mit 54Mn markiert isto
Stellen wir uns abschließend die Frage, ob und welchen Bei-
trag die Ergebnisse unserer Untersuchung zu den der Arbeit
zugrunde gelegten Fragen lieferno Was zunächst die Patho-
genese der Chelat-Toxizität betrifft, so kann der von uns
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geführte Nachweis, daß die Ca-Chelate zu einer dosispro-
portionalen Erhöhung der Mn-Ausscheidung mit dem Urin und
einer entsprechenden Verarmung der Organe und Gewebe füh-
ren, naturge~äß von entscheidender Bedeutung seino Im Hin-
blick auf den relativ starken Effekt und die in der Ein-
leitung angedeutete wichtige FUnktion von Mn bei enzyma-
tischen Reaktionen ist es nicht statthaft, sich - wie in
den bisherigen DiskUssionen des Schrifttums - ausschließ-
lich auf die Beeinflussung des Zn-Stoffwechsels durch die
Ca-Chelate zu beschränkeno Entscheidend für die eventuelle
Beteiligung des Mn bei der Pathogenese der Chelattoxizität
ist, ob die Unterschiede in der Wirksamkeit und Toxizität
verschiedener Chelate gleichsinnig sihdo Dies ist tat-
sächlich der PalI, indem die relative Potenz von DTPA im
Vergleich zli ÄDTA bei der Mn-Mobilisibrung ~ 6 und bei
der Toxizität,... 2 (G_8:ts~h; 1968a)beträgt 0 Der Umstand, daß
der Unterschied in der Toxizität 3 mal schwächer ausge-
prägt ist (im Falle von Zn sogar 10 mal schwächer), steht
zu der Hypothese nicht im Widerspruche Sei~el (1970)
konnte nämlich zeigen, daß neben den soge chelatspezifi-
schen (deho auf WechselwirkUng mit endogenen Spurenmetal-
len beruhenden) Effekten auch eine lIchel a t unspezi f i s che "
Toxizität besteht, dohe WirkUngen des Chelat-Anions per
seo
Im Zusammenhang mit der Frage nach der pathogenetischen
Relevanz der Mn-Ausscheidung ist die besonders stark aus-
geprägte Verarmung des Darms an Mn hervorzuheben, da nach
neueren und in der Einleitung zitierten Untersuchungen der
Darmschädigung im Rahmen der Chelat-Toxizität eine größere
Bedeutung als den nephrotischen Veränderungen zuzukommen
scheint 0 Eine endgültige Analyse des Toxizitätsmechanismus
kann und sollte auch nicht durch die vorliegende Unter-
suchung gegehen werden, die sich auf nur einen Aspekt
des gesamten Fragenkomplexes beschränkteo
- 37 -
Die Konsequenzen, die sich aus unseren Befunden für die
Therapie der Mn-Vergiftung ergeben, liegen auf der Hand~
Dem DTPA ist als dem wirksamsten Chelatbildner der Vorzug
zu gebene Die im Vergleich zu ÄDTA und anderen Verbindungen
größere Effektivität des DTPA wurde zwar auch von früheren
Autoren (so Einleitung) hervorgehoben; allerdings unter
Versuchsbedingungen (Verwendung von trägerfreiem Radio-
mangan und/oder sehr frühzeitige Verabfolgung der Chelat-
bildner), so daß unsere Ergebnisse nicht nur eine Bestäti-
gung von bereits bekannten Tatsachen angesehen werden
dürfene
50 Zusammen~assung
An Ratten wurde der Einfluß der Ca-Chelate des ÄDTA,
CDTA und DTPA in einem Dosisbereich von 0,065 bis 8 mmolo
kg-1 auf die Ausscheidung von Mn mit dem Urin untersuchte
Die Ausscheidung von ~n nimmt mit wachsender Chelatdosis und
die Effektivität der Chelatbildner in der Reihenfolge:
ÄDTA < CDTA < DTPA zUo Die relative Potenz des CDTA und
DTPAim Vergleich zu ÄDTA beträgt 2,6 bZWe 6,00
Wiederholte Verabfolgung von DTPA führt zu einer Verar-
mung der Organe an Mn, wobei Leber und Dünndarm den höch-
sten Mn-Verlust aufweisenD Die Mn-Ausscheidung mit dem
Urin nimmt mit fortschreitender Zahl der Chelatdosenab, was
darauf hinweist, daß die mobilisierbare Fraktion des f.h~~
Pools beschränkt isto
In einem Versuch mit trägerfreiem Radiomangan (54Mn ) vmrde
der Einfluß wiederholter DTPA-Dosen auf die Ausscheidung
von 54 Mn mit Urin und Faeces und die Organretention in
Abhängigkeit vom Beginn der Behandlung und von der Zahl
der Injektionen, dohe der Chelatgesamtdosis, untersuchte
DTPA bewirkt eine stark erhöhte Ausscheidung von 54Mn mit
dem Urin, während die faecale Exkretion nur wenig vermin-
dert wird, so daß eine positive Ausscheidungsbilanz resul-
- 38 -
tierto Die Wirksamkeit einer Chelatdosis hängt vom Zeit-
punkt ab und davon, ob sie erstmalig verabfolgt wirdo
Was die Mobilisierung von 54Mn aus den Organen betrifft,
so nimmt der 54Mn-Gehalt in Abhängigkeit von der Zahl der
Chelatinjektionen ab, wobei speziell die Leber ein beson-
deres Verhalten zeigto Beim Blut ist die Chelateffektivi-
tät relativ klein, und es scheint keine ausgeprägte Ab-
hängigkeit von der Chelatgesamtdosis vorzuliegeno
Bei der Diskussion der Versuchsergebnisse wird die Tat-
sache, daß die relative Potenz von CDTA und DTPA im Ver-
gleich zu ÄDTA kleiner ist, als nach dem Quotienten aus
den effektiven Stabilitätskonstanten der Chelatbildner
zu erwarten wäre, dadurch gedeutet, daß die Chelierung
von ~~ nicht nur im extrazellulären Wasser, sondern auch
intrazellulär stattfindeto Die im Vergleich zu DTPA nie-
drigere Effektivität des CDTA wird mit der Tendenz von
CDTA,sogo robuste Chelate zu bilden, erklärt 0
Es wird versucht, den bei der Leber beobachteten Effekt
der 54Mn-Mobilisierung unter der Annahme zu deuten, daß
dieses Organ aus 3 Kompartimenten besteht, die in beson-
derer Weise geschaltet sindo Das exzeptionelle Verhalten
des Bluts wird dadurch erklärt, daß die durch den Chelat-
bildner induzierte Verarmung der Plasmaproteine an Mn
relativ schnell durch Freisetzung von Mn aus den Geweben
kompensiert wird, das mit 54Mn markiert ist,
Die Bedeutung der Versuchsergebnisse für die Chelattoxi-
zität und die praktisch-therapeutische Allwendung von DTPA
bei der Mn-Vergiftung werden diskutierto
.... 39 -
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70 Tabellen und Abbildungen

Tabelle 1: Mn-Bilanz im veraschten Rattenurin
Zahl der I Mn-Zugabe Mittelwert der Bilanz
Analysenl (u g) gefundenen Mn- in %, Konzentration
I (~g)
2 I 0 1,16




3 ~ 10 9,64 85,3,
j




10 8,53 73,6!2 0 1,265,
3 I 20 16,94 78,4
l'1ittelwert der Mn-Bilanz 79,6
Tabelle 2: Mn-Bilanz im veraschten Knochenpulver
i
Mittelwert der Ii Mn-Zugabe Bilanz· gefundenen Mn-III (lJ.g) Konzentrationen in % II iI (lJ.g)I !·I !I i, iI 0 2,38 I I
I , .I I1 3,25 f 87,0 I• II iI





I 4 6,45 101,3II
! II
I 5 6,81 89,0 I
I Ij IJr..ittelwert der IJr.:n=Bilanz 95,8
l I
i !
Tabelle 3 Mittelwerte der Ausscheidung von Mn mit dem
24-Stunden-Urin in Abhängigkeit von der Art
und Dosis des C~~latbildnerso In Klammern
ist der logarithmische Mittelwert ± Standard-





























































! 4,17 !I i 4 i t~ 0,0625 i (0,62 :i: 0,026) !! jI i
I
6,31 !I ii 0,125 5 (0,80 :i: 0,044) iI i1 ~ 9,13 i! II i 5 !0,25 i (0,96 :i: 0,021) I! Ii j 12,30! ! iI ~ 4 !I 0,5 (1,09 0,035) iI :i:! i
I









i4 4 ! (1 ,35 ± 0,019) j
iI ?A AC; I
3 I
'-'"-','-'/ i8 ( '1 ,46 :i: 0, 012) !
I! ,
~ I~ I NaCl !! f~ + !I -i 2 I 1 ,70 II 1
I
I!
Ii 2 I 0,97! 2 !
II ,! ,64 Ii 2 1I 4 jt !!
8 2 I 1 ,53 I! I;i
i
1 ,46 iMittelwert: II
I
Tabelle 4: Varianzanalyse der in Tab. 3. zusammengestell t en Versuchsergebnisse • 2
S.Q.A. = Summe der Quadrat-Abweichungen. n = Zahl der Freiheitsgrade. s = Varianz.
t = Prüffunkticn. P = Signifikanzwahrscheinliehkeit.
---_.




1 4,2871 I 36 - - -
i i
I 3,9209 I 1 3,9209 19,1 « 0,001
~ i
i 0,0001! 1 0,0001 0,0964 0,95 - 0,9
i 0,3661 l 34 0,0107 - -
I I
-, -- 4, 321 8 I' -; 2 - - -
i ~
j 3,8597 1 1 3,8597 16,1 « 0,001
I I
! 0,0153! 1 0,0153 1,0167 0,4 - 0,3. ,
i i
j 0,4468 ~ 30 0,0148 - -
; --1--
2,2642 I 32 - -
2,1055 I 1 2,1055 22,4 « 0,001
!
0,0308 I 1 0,0308 2,7080 0,02 - 0,01 I
0,1279 i 30 0,0042 - -!
0,5847 I 17 - - - I'
0,5104 I 1 0,5104 10,5 « 0,001 I
0,0041 ! 1 0,0041 °,9441 0,4 - 0,3 I
j I
0,0702 l 15 0,0046 - - 1
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i j Gesamt
I CDTA I Regression, linear
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Tabella 5: Variamlanalyse der Mn-Aussched..dung (a:esamtausscheidung minus Spontanausscheidung in












- ( -) (2 -2)Tabelle 6: Berechnete Dosis-Effekt-Kurv~nfür Mn-Ausscheidung: y :;: y + a x - x + b x - x
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Tabelle 7: Test auf Parallelität p.er Geraden in Ablo • .4 t erhalten durch Summieren der

















Art der Varianz n i S. Q.A.
I
Gesamt 65 ~,1936






Regression, linear 1 $,2664
Fehler 86 ~,5569
Tabelle 8: Mittelwerte der Mn-Ausscheidung (~g im 24-
Stunden-Urin nach 4-maliger Injektion von
DTPA bzwo NaCl an 4 aufeinanderfolgenden
Tageno N = Zahl der Ratten
Tag N DTPA N NaCl
2 mmol okg-1 2 mmol.. kg-1
12~ 30 ± 1,15 5 2,82 ± 1~12
8,13 ± 1,07 5 3,39 ± 1,20
.5,89 ± 1,12 5 3~55 .L. 1,12...
4,37 ± 1,10 t: /.L N7 ± 1~20'-' I ,....., (
~'Iitte1wert: 3,54 ± 1~07
Tabe,11e'9: Mittelwerte des Mn-Gehalts von Organen nach 4 DTPA_DClsen, Je 6 Ratten pro Gruppe.
DTPA NaCl
u,g Mn inj.Le Mn in
I Organ





















I Skelett :1 371~:; ±-t~o1 i
·i i ~-'!1 ---,-+-!--
I J. Leber I 6..69* ()~36
j j
-- :
Dünndarm l~{}'q ± X~26 C,.413' ± 07/0$ 8,11' :t: (),52
Tabelle 10: Struktur der 54Mn-Versuchsreiheo In Gruppe V
5 Tiere, sonst je 6 Tiereo
Versuchs- Tag der DTPA-Verabfolgunggruppe
Kontrolle 20 80 160 320 640(NaCl)
I 20 80 160 320 640
11 80 160 320 640
111 160 320 640
IV 320 640
V 640
Tabelle 11,: Mittelwerte des 54Mn-Gehalts im Urin und Faeces. In der 2. Zeil~ ist der logarithmische
Mittelwert t Standardfehler angeführt. Je $ Tiere pro Gruppe. Gruppe V 5 Tiere.
Urin
13,04
( 1,1150 ± 0,0163)
4,30
( 0,6333 ± 0,0071)
1 ,91







176) (-1,6680 ± 0,0935)
0,00938
273) (_2,0280 ± 0,0527)
0,00514



















Tag L----Versuchsgruppe ! der Injektion i ,
L----------i1f------ -I- : "
! 2 ! 11 ,4l
I'! (1,0583 ± 0,0
1 ! r
i 8 ! 2,78
; • iI j (0,4433 ± O,C
i 16 I 1 ,06! • ,
l i (0,0250 ± O,C
I 32 I o. 3C
! • i .
j i (- 0, 5133± 0, C
' I
! 64 I o,14L
I • i (-O,8483± u.c '












































( 0,35 16 ± 0,0495) ( 0,7550 ± 0,0173)
16. . 0,888 2,26
(40,0516 ± 0,0513) ( 0,3550 ± 0,0529)
I
32. . 0,2'14 0,790
(40,6700 ± 0,0693) (-0,1025 ± 0,0050)
I
64. 0,0'173 0,226
















Tabelle 12: Mittelwerte des 54NIn.-Gehalts der Organe a~ 65. Tag in Abhängigkeit von der Zahl der





Skelett i Leber ! Nieren Dünndarm
~ ~----~--------~-----! i











I 6 I 5
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I




),004 ±0,0023 :1:0,004 1
1,161 0,0669 0,0469
l,006 :1:0,0036 :1:0,0031
! 1 28 0,165 0,0670
; ~o 062 ±0,008 ±0,0031
'126 1 34 0,171 0,0700
'015 ±O 029 ±O, 008 ±o, 0034
1132 1~28 0,211 0,0805
012 ±0~067 =0,014 =0,0045
0,0463
±0,0028
Tabelle 13: Varianzanalyse der in Tab.12 z*sammengestellten Versuchsergebnisse. Abkürzungen s. Tab. 4.


























Regression, quadratisch 1Q,55 I
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Abb 0 1: Abhängigkeit der Mn-Ausscheidung im Urin von
der ÄDTA-Dosis (D)
Kurve 1) I'1ng = aD
2) Mnm = Mn-Mn = bD - cD
2
g s
3) Mn = -an - MnsIn
Erklärung so Text 0






Abbo 2: Abhängigkeit der Mn-Ausscheidung im Urin von
der CDTA-Dosis CD)
Kurve 1) Mng = aD
2) Mnm = Mn-Mn = bD - cD
2
g s
3) Mn = an -Mnm s
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Abbo 3: Abhängigkeit der Mn-Ausscheidung
der DTPA-Dosis (D)
Kurve 1) Mng = an - bD
2
2) Mn ' = Mn -Mn =















Abbo 4: Darstellung der Dosisabhängigkeit durch
parallele Geradeno
r------------------------. ~
... U/Jn WI UW
• •
Abb 0 5: Abhängigkei t der Mn-Ausscheidung (Mn0g ) von der
relativen Chelatdosis (so Text)o
•-
t
Abbo 6: Mn-Ausscheidung mit dem Urin (Nr~ 1) nach
4-maliger Verabfolgung von DTPAo Nr~ 2 = Aus-
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AQ20 10: 54Mn-Gehalt der Organe in der Kontrolle ur~
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Abbo 11: Theoretisch berechnete Dosis-Effekt-Kurveno
Einzelheiten so Texto
0,01 ~_..I.L.-_...&--_..L--_....I--_....I--_--l-.------J
n-2 n-l n n+1 n+z
log [L]t ~
Abbe 12:~ Einfluß eines Chelatbildners auf den 54Mn_
Gehalt in einem hypothetischen 3-Kompartiment-
Systeme Einzelheiten so Texte
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